TEMA 20. Cadena de transporte electrénico y fosforilacion oxidativa..

Transportadores universales de electrones. Estructura y biogénesis de la
cadena respiratoria. Flujo de electrones en la cadena respiratoria. Modelo
quimiosmotico de conservacion de la energia: flujo de protones a través
de los complejos de la cadena respiratoria de la membrana interna
mitocondrial. Acoplamiento de la fuerza proton-motriz a la fosforilaciéon
del ADP y a otras funciones mitocondriales: energia del transporte
intramitocondrial; energia termogénica. Transporte de nucleétidos a
través de las membranas mitocondriales. Translocasas de fosfato.
Lanzaderas de equivalentes de reduccion. Regulacion de la respiracion
mitocondrial y fosforilacion oxidativa. Los citocromos como sistemas de
detoxificacion. El Citocromo P450.
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Origen del ATP

« Fosforilacion de nivel de sustrato

» Fosforilacidn oxidativa
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La fosforilacién a nivel de sustrato es un mecanismo poco habitual de formacién
de ATP

FOSFOGLICERATO QUINASA
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1. Las reacciones productoras de energia son procesos de oxido-reduccion

2. Un compuesto se oxida cuando pierde electrones

3. El aceptor final de los electrones liberados durante los procesos de
oxidacion bioldgicos es el oxigeno

4. La transferencia de electrones desde los compuestos oxidados al
oxigeno produce energia

5. Esta energia se utiliza para la sintesis de ATP
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La energia producida por el transporte electrénico se puede convertir en
enlaces fosfato de alta energia en forma de ATP.

AH, A
CoE1 oxidado CoE1 reducido AD
P

=<

CoE2 reducido CoE2 oxidado

}{ ATP
\

12 O, H,0
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OBJETIVOS
1. Calcular la energia que se produce en los procesos de oxido-reduccion.

2. Estudiar los componentes del proceso y su localizacién

3. Revisar el mecanismo de transferencia de los electrones al oxigeno
(cadena de transporte electrénico)

4. Entender como se puede utilizar la energia del transporte electrénico en
sintesis de ATP

5. Revisar los problemas que plantea la compartimentalizacion y cémo se
resuelven

6. Estudiar la regulacion del sistema

7. Ver otros ejemplos de enzimas que utilizan citocromos y su papel en el
metabolismo
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Aceptor de electrones
E= E? 4+ RT In [Acep ] (Ec de Nernst)

nF [Dador de electrones]

, [C]° [D]
AG =AGY +RTIN ———07 ——
[Al* B

AG? = =RT In Keq

AGE® =—nF AE®

AG =—nF AE

R(constante de los gases)= 8,315 julios/mol. °K

F(constante de Faraday)= 96.480 julios/voltio.mol
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Flujo de electrones en las oxidorreducciones bioldgicas

Metabolitos

N

NAD/ NADP
FMN/FAD

Transportadores de
electrones de la cadena

respiratoria :

Oxigeno
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reacciones de las rutas metabdlicas

NAD y FAD son los receptores de los electrones en las

?OO_ NAD* NADH + H' ?OO_
HO—?—H \\\M_//f 0=$

(|3H2 < (|3H2

COO~ Malato DH COO~
L- Malato Oxalacetato

99" pap  FaDH, §9°

CH, \ / CH

| N

CHy = _ HC

| Succinato DH |l

COO COO

Succinato Fumarato

De Nelson et al. Principles of

TEMA 20 Biochemistry. 4th Ed. Freeman
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De Nelson et al. Principles of
OH OH Biochemistry. 4th Ed. Freeman
™,

Fosforilado en el NADP*

TEMA 20

10




H
|
C CONH,
NS
HC C
| | . e
o, o e )
N
bN
|
R

Transferencia de electrones al NAD(P)~*
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Algunos enzimas que utilizan NAD(P)* como

cofactores

Enzimas ligadas a NAD+

Alfa- cetoglutarato DH
Malato DH

Piruvato DH

Gliceraldehido- 3 -fosfato DH
Lactato DH

Beta- hidroxiacil- CoA DH

Ligadas a NADP+
Glucosa- 6- fosfato DH
Ligadas a NAD+ o NADP+

Glutamato DH

benisd  TEMA 20
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Nucledtidos de flavina

FAD

s TEMA 20

(8] }ll 0] H 0
CH. N H* 4+ T, N - HY + o H.
ISHSIRE N OB S LB OB 8+
CH, I'|~I N 0 CH., N 0 Cil, TAITT/L:%
{T"H-z ﬂi R H

Il{i!(ﬂl
HCOH
HCOH

FADH" (FMNH")
(semiquinona)

FADH, (FMNH,)
Completamente reducido

NH, De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman
N
N
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Algunos enzimas (Flavoproteinas) que utilizan
nucleétidos de Flavina como coenzimas

o] TEMA 20

Ligadas a FAD

Acil CoA DH
Dihidrolipoil DH
Succinato DH
Glicerol3 P DH

Ligadas a FMN

NADH DH
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Estructura bioquimica de la mitocondria

Membrana externa: 60% proteinas (alto contenido en PORINA)

Membrana interna (80% de proteinas)

ATP sintasa

Translocasa de ADP-ATP

Cadena de transporte electronico (complejos I-1V)

MATRIZ
Enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos
(excepto Succinato DH)

Enzimas de la degradacion de acidos grasos
Piruvato deshidrogenasa

DNA mitocondrial

Complejos de transcripcion y traduccién.
Ribosomas

lones magnesio, calcio y potasio 15
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Tratamiento con Digitonina

Separacion de los
complejos de la
cadena respiratoria

: %;L Ruptura osmética
RS

b

i) ‘tﬁ*,@a,>
i I

Fragmentos ‘:, (7
MIM l %&2@’ /
h

&

Fragmentos de membrana
Externa (desechados)

ATP y
sintasa

De Nelson et al. Principles of

/ Biochemistry. 4th Ed. Freeman

Solubilizacién /cromatografia de intercambio iénico

Voo r

I I III v ATP
synthase

~ z |
| |
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|
=
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\ "/ \ 4 A

" N
NADH Q Suc Q Q Cytc Cytc Og ATP ADP +P;
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Reacciones catalizadas por las fracciones 16
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COMPONENTES DE LA CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO

Complejo Masa Subunidades Grupos
| NADH DH (l) 850 42 FMN, Fe-S
Il Succinato DH 140 5 FAD, Hemo, Fe-S
CoQ (Ubiquinona)
[l Ubiguinona: Citc 250 11 Hemo, Fe- S
Oxidorreductasa (citb y c1)
Citocromo C 13 1 Hemo
IV Citocromo oxidasa 160 13 Hemos, CuA, CuB
(Cita al)
TEMA 20
Coenzima Q
CHg

CH;0 (CH; —CH=C—CHy)y,—H

Ubiquinona (Q)

CH,O Totalmente oxidada

CH30 Radical Semiquinona

Parcialmente oxidado

0,
CH,0 QH
De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman
CH;0
Ubiquinol
Totalmente reducido
CH;0 QH2
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Grupos prostéticos de los citocromos

Cya—|

CHOHLCO0
CH, CHLCH OO0 CH; CHCHLCO0
Protoporfirina IX Hemo C
Citocromos tipo B Citocromos C
100
il
— Reduced
eyt e
W/Y\’“ré‘ w
relativa | Oxidized -
Hs Hy H eyte
50 |-
De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman
Hemo A A
Citocromos A h 8 ”
0 1 1 ]
300 400 500 600

Longitud de onda
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Estructura de los centros Fe-S

Proteina

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman

@ Fe
O S inorgéanico
@ SCys

20

TEMA 20




Centro de cobre binuclear (Complejo 1V)

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman

En amarillo Cys
En naranja Met
En azul His
En rojo Asp
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Potenciales de reduccion estandar de los componentes de la cadena
respiratoria

Semirreaccion E (V)
2H" + 28" — H, 0.414
NAD® + H" + Z8- — NADH 0.320
NADP" + H® + 26 — NADPH 0.324
MADH dehydrogenase (FMN) + 2H" + 2 — NADH dehydrogenase (FMMNH.) 0.30
Ubiquinene + 2H" + 2 — ubiquinol 0.045
Cytochrome b (Fe*')} + & — cytochrome b (Fe?') 0.077
Il Cytochrome ¢, (Fe?*) + e — cytochrome ¢, (Fe?) 0.22
Cytochrome ¢ (Fe*') + & — cytochrome ¢ (Fe®') 0.254
Cytochrome a (Fe'*) + &= — cytochrome a (Fe®") 0.29
v Cytochrome &, (Fe®') + & — cytochrome & (Fe®') 0.55
0, + 2H" + 2e7 — H,0 0.816

NADH — Q — Citb— Citc1— Citc— Cita— Cita3— O,

FADH, —Q —Citb— Citc1— Citc — Cita —Cita3— O,
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Determinacion del orden de los transportadores de la cadena de
transporte electronico

Rotenona, Amital

X

NADH — Q —— Cytb —— Cytey —— Cyte —— Cyt (@ +a3z) —— O,

Antimicina C

NADH > Q > Cytb — Cytegy —— Cyte —— Cytl(a +ag) —— O,

CN-0 CO

NADH >Q — Cytb — Cyte, —> Cyte — Cyt (@ +ay) ——> O,

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman

2
ebd 3

EL COMPLEJO | ES UNA BOMBA DE PROTONES

4H*
A
COMPLEJO | ESPACIO
INTERMEMBRANOSO ( P)

Brazo de la MATRIZ (N)

matriz

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman

NADH
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Estructura del complejo Il (Succinato DH)

Unioén al
Substrato

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman

Espacio

Interm (P)
TEMA 20 25

El coenzima Q es paso obligatorio de los electrones procedentes de varias

vias
Espacio
int rrg mbran Glycerol glyceral
erme anoso 3-phosphate 3-phosphate

{eytosolic) 5 dehydrogenase

_ ETF:Q
Succinato oxidoreductase
Flavoproteina de
transferencia de

Matri electrones
atriz acyl-CaA

dehydrogenase

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman
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Espacio intermembranoso

(P)

Matriz (N)

TEMA 20

COMPLEJO lll: Estructura del monémero

Citocromo C1

Proteina hierro-sulfurada Riesken
Citocromo b

i

—_—

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman
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Ubiquinona- Citocromo ¢ oxidorreductasa ( Complejo Ill)

Citocromo ¢
. ." », Proteina Fe-S
Citocromo c1 | 5 ' Rieske
ot J emmmes .. Espacio

"~ intermembranoso (p)

Ay r,f: YO
W Centro f\‘:(ﬁhf(_{\_%g—%}?
2re-2s W L{(LAQIACTUL
LR I 11

Y ﬁ” T
‘J\ I tl:l||!| l{‘ﬁ I|

[\ |I | H

I
Citocromo b % w {Jﬁqu%'
Matriz (N) »

-

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman
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CICLO Q (Complejo Ill)

Oxidacion de la Oxidacion de la
primera QH2 segunda QH2

- - e

MATRIZ

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman
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CITOCROMO OXIDASA: MECANISMO

Espacio intermembranoso (p) 4H*

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman

4H* 4H*  2H,0
(del sustrato) (bombeados)

Matriz (N)

30
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El transporte de electrones origina un gradiente de protones

R,
A L) Madl Fa X »I-.F.-l-n
i ke T |

|

NADH+H*  Nap*

Matriz

Succinato  Fumarato

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman

Valores para 2 electrones transferidos

Sl TEMA 20 31

Energia producida en la cadena de transporte electrdnico

Potencial reduccién

10, + 2H" + 2e” —> H,0 0,816

NAD® + H' + 2e~ — s NADH ; L

AG® =—nF AE”
F(constante de Faraday)= 96.480 julios/voltio.mol
AE®= 0,816 + 0,320 = 1,136 Volts

AG® =-2 x 96.480 x 1,136 = 219. 202 julios/mol = 219,2 KI/mol

Eesied TEMA 20 32




™ TEMA 20

FUERZA PROTON-MOTRIZ

Espacio intermembranoso Matriz

[H*]p = C, HTly =
HT OH™
H OH™
H OH™
H* H" OH™
Ht OH™
H' OH™
H OH™

AG = RT In (Cy/C,) + ZFAY  Dlesnad rrcpiest
= 2.3RT ApH + FAY

33

El transporte electronico genera la energia suficiente para

la sintesis de ATP

La Energia generada por la transferencia de electrones entre los CoE de
oxidorreduccioén se transforma en enlaces fosfato de alta energia mediante
la fosforilacion oxidativa.

El transporte de electrones lo llevan a cabo cuatro complejos situados en la
membrana interna mitocondrial

El transporte de electrones genera un gradiente electroquimico a ambos
lados de la membrana interna.

La Energia almacenada en forma de gradiente (Fuerza proton- motriz) es
suficiente para la sintesis de varias moléculas de ATP.

o] TEMA 20
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El Transporte electrénico y la sintesis de ATP son procesos
acoplados. 1. Efecto del bloqueo del transporte electronico

CN-

) ATP
OX|genq sintetizado
consumido

Succinato
ADP-+ Pi Bioghemiey. 41 £8.
Freeman
Tiempo
TEMA 20 35
El Transporte electronico y la sintesis de ATP son procesos
acoplados. 1. Rotura del gradiente y agentes desacoplantes
Bloqueo por
oligomicina e e
) ATP

OX|genq sintetizado

consumido

Succinato

TEMA 20

Tiempo

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman
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La energia del gradiente de protones se utiliza sobre todo para liberar
al ATP del enzima

80
60 - i
= ™ P ADP+Pj ATP en
% ES [E+ATP] solucioén
G'gﬂ— E-ADP+P;
D -
E+S
Enzima tipico ATP sintasa
De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman
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La Sintasa de ATP es una ATPasa de tipo F
Dominio F1
a5B5y0¢€
ATP
b, ADP + P;
MATRIZ
Dominio Fo
Ab,Cig.12

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry

38
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LAS SUBUNIDADES 3 PUEDEN ADOPTAR TRES TIPOS DE CONFORMACION

a-empty :

La subunidad y se une a una subunidad B vacia

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman

.20 39
El Mecanismo de sintesis de ATP es una catalisis rotacional mediada
por el giro de la subunidad y
L
o 1 ™
ﬂ 2 2
A
B- ADP
P
giro dey
<« AD
P
Contacto con'y
B- ATP l » B-vacia
ATP
De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman
3 H 3 Hy
40
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Actin

fil, t
i am;ﬁ% 'x:f&?x“iﬁ&fﬂ

. [-‘ﬁ'f’:%A ) El giro de Fo y y ha sido demostrado de
TS ) forma experimental

De Nelson et al. Principles of
Biochemistry. 4th Ed. Freeman

/ residues  His residues

Ni complex

TEMA 20 4
La energia del gradiente de protones se utiliza también para el transporte
Espacio Matriz |
intermembranoso
Traslocasa de i "
nucleétidos ATP™ < ATP
ADPE TP Y
g g ADPY
Sintasa de ATP  g* \[ —r_-—h-- H
De Nelson et al. Principles of
g g Biochemistry. 4th Ed. Freeman
;‘ ) HaPO4
g —7
Translocasade 2P Uj____g_.__—_____‘____#
fosfato t & J H
=
E i 42
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En el higado, rifidn y musculo cardiaco la Lanzadera del Malato- Aspartato
transporta equivalentes de reduccién al interior de la mitocondria

Malate— Matrix
a-ketoglutarate
transporter OH

Intermembrane
space |
elele] 7CH27(‘37 [eleloy

H “00C—CHy;—C—CO0™ NAD*

NAD+ 1!1
Malate Malate ®
©)
malate
NADH malate dehydrogenase NADH
P E w00 dehydrogenase
—CHy—C—

Oxaloacetate NHj nu; Oxaloacetate <”>

‘ = - .. -
05— Cr— cnz—c‘—cmr 00C—CHy—C—C00

H
Glutamate

“00C 7CH27CH27"T‘ —C00"

H
Glutamate

aspartate

@ aspartate
aminotransferase

aminotransferase
a-Ketoglutarate

i
“00C—CHy—CHy—C—COO"

a-Ketoglutarate
o

I
“00C—CHy—CHy;—C—C00~

Aspartate I“’H§

“00C—CHg— f‘J —C00™
H

NH} Aspartate
|

’oocfcnzfc‘lfcoo’
H

Glutamate-aspartate De Nelson et al. Principles of
transporter Biochemistry
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En tejidos como el cerebro y el musculo esquelético los equivalentes se transportan por la
lanzadera del Glicerol fosfato

Glyveolysis

NAD* NADH + H*

cvtosolic
glycersl 3-phosphate
dehydrogenase

(Ing(]H
C=0
Glyeerol 3- Dihydroxyvacetone |
phosphate phosphate CHy _D_®
b . . De Nelson et al. Principles of
{I H,0H mitochondrial Biochemistry. 4th Ed. Freeman
CHOTH glyeeral 3-phosphate

dehydrogenase

A LRk : AALIACS Iil. - . ¥ Q 1 I [
' ' U
Matrix ﬁ |

TEMA 20
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Las proteinas desacoplantes aprovechan la energia del gradiente para la produccién de
calor

Espacio
intermembranoso ' ==z MATRIZ

UCP-1 Grasa marrén
UCP-2 Ubicua
Inducida por T3
UCP-3 Musculo esquelético
Inducida por T3
UCP-4 Cerebro
UCP-5 Cerebro

De Nelson et al. Principles of
\ o ar ADF + Py Biochemistry. 4th Ed. Freeman

Termogenina %\

TEMA 20 o CALOR 45

DNA MITOCONDRIAL Y PATOLOGIAS ASOCIADAS

Lon B &
116,257) R

T L

.'I .'Il"""‘--.. b .'u
| Np1 | LHON (3.460) " NDs |
|

"'T— LHGHN (4,160

- Q L | |
M a ~

i | H

| ND2 W LHON .

A a7 y
" Y wpa Encefalomiopatia de Fibras Rojas Rasgadas

¥ MERRF 1;\"\ (MERRF) ( NADH DH)

Neuropatia Optica Hereditaria de Leber
(LHON) (tRNA'ev/subunidades F)

MELAS (Myopathy, Encephalomyopathy

O Complex [

o Complex IT] | Encefalomiopatia,Lactic Acidosis lactica,
- St M Stroke-like episodies)  (tRNAWs)

® Transfer RNA
@ FEibosomal RNA
O Control region of DNA

De Nelson et al. Principles of

Biochemistry. 4th Ed. Freeman 46
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Estructura general de las enzimas asociadas al Citocromo P450

NADPH + H* NADP+ CYP2E1

Cy: Citocromo
P: P450

2y E: familia y subfamilia
1: ndmero del enzima

RH+ O,

N ROH + H,0

PCC I OO

S

200080000000

NADPH-citocromo P450 Citocromo
Oxidorreductasa P450

TEMA 20
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Caracteristicas generales de los isoenzimas P450

Todas contienen citocromo P450 y una subunidad que contiene nucleétidos de

flavina y que utiliza NADPH como sustrato
Estan localizadas en el reticulo endoplasmico liso (fraccion microsémica)

Unidas a la porcion lipidica de la membrana

Son inducibles por su sustrato y a veces por sustratos de otras isoenzimas P450

Todas generan radicales libres como intermedios de la reaccion
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Esquema general de los procesos de eliminacién de Xenobidticos

Reacciones fase | Reacciones fase I

Menobiotico Metabolito Metabolito secundario

> primario > adecuado para la
eliminacion
Reduccion Conjugacion
Oxidacion Sulfatacion
Hidroxilacion Metilacion
Hidrolisis Glucuronidacién
TEMA 20 49
Algunos sustratos de isoenzimas P450

Xenobidtico Enzima Interaccidn

Cloruro de vinilo CYP2E1

Aflatoxina Bl CYP2A1

Paracetamol CYP2E1 Etanol

Barbitdricos CYP2B2 Etanol (inhibicién)

TEMA 20 50




METABOLISMO DEL ETANOL

CH3CH,OH (etanol)

\ @ NAD-+

CHBCOH (acetaldehido)
NAD+

MEOS
(Principalmente

NADH + H+ CYP2E1)

| QR ———

—

ALDH
NADH + H+ EFECTOS TOXICOS

CH3COOH (acetato) EFECTOS METABOLICOS

\ Acetil CoA

51
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EFECTOS METABOLICOS DEL ETANOL

Glucosa
NAD+
@ C cetodnicos
NADH + H* ,/’///'
Pyr » Acetil CoA

NADH + H*

@ NAD+
NAD+
Lactato @

NADH + H*

Glicerol 3 P

@ NAD+
NADH + Hr
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